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Cloning and sequencing of two molecular markers located on the sex 


chromosomes of the cotton bollworm|] Helicoverpa armigera 

NIU Вао-Гопе WENG Нопо-Віао НЕ Li-HuaU SHEN Wei-Fengl] MENG Zhi-Qi 0 Sericulture Research 
Institute[] Zhejiang Academy of Agricultural Sciences[] Hangzhou 310021[] China[] 

Abstracf] The individual genome DNA of male and female cotton bollworms[] Helicoverpa armigera|] was 
screened with RAPD-PCR technology by 500 random primers. А 450 bp marker amplified from female genome 
DNA with random primer Operon AF-18 was cloned and sequenced[] which was confirmed as a specific 
molecular marker on the W chromosome. A part of HaKettin gene was cloned according to the sequences of 
homologues from Bombyx тогі and Drosophila[] and its copy number in the genome DNA of male and female 
cotton bollworms was detected with the real-time quantitative PCR technique compared with DH-PBAN . The 
ratio of copy between HaKettin and DH-PBAN was 1.0 in males and 0.5 in females[] showing that the copy 


number of HaKettin is equal to that of Z chromosome in the genome of cotton bollworm. It is so inferred that 


ISSN 0454-6296 


HakKettin is located on Z chromosome in the genome of cotton bollworm. 


Key words|[] Helicoverpa armigera|] RAPD[] molecular marker[] sex chromosome[] HaKettin. gene 
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Table 1 The primers used for the amplification of HaKettin|] DH- PBAN and molecular marker оп W chromosome 





ПП ПП ПП 
Сепе Primer Size of amplificatior[] bp[] Purpose 
HakKettin KF  5'-TGYACWGCYCGCYAATCACTATGG-3' ПП HaKettin [] O 


KR  5'-ACYTCGACATASAGCCTGGCCC-3^ 


1310 
Cloning HaKettin 


НКЕ 5'-TCCCTGTACATICAGCCTGAAGG-3' 


HKR 5'-CITACCCTAACAGTCGTTTGATTATC-3' 
5'-FAM-CAACTATCTGGTAACCCGAGGC- MCB-3' 


ПО Probe 


DH-PBAN 
O AF492474[] 


O О Probe 
WU U t 


Marker of W chromosome 
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Quantitative PCR for detecting copies of HaKettin 
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DPF 5'-САСССССССССССАСАСССА-3' 
DPR 5'-СТСТССТТТСАССТТСАТССССТ-3' 
5'-МІС-АСАСТАСССААССССТСТСТСАС-МСВ-3' 
HaWF 5'-ССААСАСССАСССТАССССААС-3' 
Нав 5'-ТССАСССССАТТСАССТАСТССТ-3' 


507 ПО Ditto 
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Detect the sex of H. armigera 
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扩 增 产物 经 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 、 回 收 ,并 克隆 到 
pMD-T 载体 中 ,进行 序列 分 析 。 | 
1.2.5 棉铃 虫 基因 组 中 HaKenin 基因 拷贝 数 的 检 
测 与 染色 体 定位 : 分 别 以 肉 雄 棉铃 虫 基因 组 DNA 
为 模板 ,用 HKF 和 HKR 引物 进行 PCR 扩 增 ,回收 
PCR 产物 ,用 紫外 分 光 光 度 计 分 别 测定 HaKettin Ж 
因 克 隆 的 Ao 值 ,计算 浓度 ,根据 公式 [浓度 (ug/pE) 
x6.02 x 10”/ 分 子 质量 x 10° ] 将 其 换算 为 拷贝 数 。 
同样 ,用 HDPF 和 HDPR 扩 增 DH-PBAN 基因 片段 ， 
并 测定 其 浓度 。2 个 基因 片段 依次 稀释 至 2x 107 、2 
x 10f,2 x 10,2 x 10,2 x 10,2 x 10 拷贝 /ulL, 取 等 
体积 的 作为 制备 定量 PCR 检测 的 标准 模板 ,并 加 入 
各 自 的 探 针 进行 定量 PCR 扩 增 。 用 已 知 基因 拷贝 
数 与 PCR 循环 域 值 (cycle threshold, Ct) 的 关系 绘制 
标准 曲线 。 

取 棉 铃 虫 单 头 蛾 子 基因 组 DNA 500 ng (5 pL) 
为 模板 ; 加 入 dNTPs,1 pL (4 2.5 mmol/L); 10x 反 
应 缓冲 液 ,2.5 uL; MgCl, ,2 uL (25 mmol/L); Тад Ж 
合 酶 1 U, HaKettin 基因 和 DH-PBAN 基因 定量 PCR 
检测 引物 各 1 juL(20 pmol); HaKetün 基因 和 DH- 
PBAN 基因 探 针 各 10 pmol; 补 加 水 至 25 uL, PCR М 
应 条 件 同 上 进行 DNA 扩 增 ,60% 时 采集 荧光 ,同时 
检测 FAM 的 荧光 强度 (波长 为 510 nm) 和 VIC 的 荧 
光 强 度 ( 波 长 510 nm) ,并 利用 标准 曲线 计算 2 个 基 
因 各 自 的 拷贝 数 。 同 时 用 W 染色 体 特异 基因 片段 
引物 HaWF 和 HaWR 进行 雌雄 鉴定 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 棉铃 虫 肉 特 异 RAPD 分 子 标记 的 克隆 与 序列 
分 析 

分 别 以 肉 雄 棉铃 虫 基因 组 DNA 为 模板 ,用 500 
种 随机 引物 进行 筛选 试验 ,得 到 1 条 约 450 bp RETE 
异性 的 RAPD 分 子 标 记 。 通 过 对 多 个 样品 进行 扩 增 
验证 ,发 现 所 有 雌性 个 体 都 有 该 特异 标记 。 用 低 熔 
点 琼脂 糖 凝 胶 回 收 雌 性 特异 片段 ,进行 T-A 克隆 、 测 
序 。 经 Blastn 分 析 发 现 该 序列 与 NCBI 数据 库 中 已 
有 的 DNA 序列 无 同 源 性 (图 1)。 

根据 所 克隆 的 上 肉 特 异性 RAPD 分 子 标记 的 核酸 
序列 ,设计 雌性 特异 引物 HaWF 和 HaWR( 表 1)。 用 
该 组 引物 对 崔 雄 棉铃 虫 基 因 组 DNA 进行 PCR 扩 增 ， 
所 有 雌性 个 体 都 有 目的 片段 产生 ,而 所 有 雄性 个 体 
都 没有 片段 产生 (图 2) ,证 明 该 片段 为 棉铃 虫 肉 性 
特异 的 分 子 标记 ,与 棉铃 虫 驳 染 色 体 连锁 ,可 以 用 





ETGTCCCTCTpecoGhACACCQACGCTACOBCAAGCAATACCGTCAAAGGGAGCATGACGACTTG 
AF-18 HaW F 
CAGCTACACGACAAGAAAACAGTTAATACTAATAGATTCGCAGTCGCTAGTAGACCATTTACAAA 
ATTAAGGGACAADTCATOGTAAAAACAGAACGATGATGGTAATTAGTCAGTATAGATARAAATAA 
ARAATGTCACGTATAAAATAATATARATCACATCAACTCATAATGATAACTTTTGAAGCTGTCOA 
GTGTTTAACATGAGGACCAACTATTTTTATCGTTTATGTAGTCATTAACTGTATAATAATCCATA 
TATGGATCCATAGATGOCATTAGGATCCTOGTTGTTAATAATTTTOGGATTAATTTTTTTAGOTA 
CATTACATTTAAMTOTGTTACAACGACTAGCTGAATGGGGCCTGCATTTG 
HaWR AF.18 


图 1 用 AF-18 随机 引物 扩 增 片段 的 DNA 序列 
Fig. 1 DNA sequence amplified with the random primer AF-18 
AF-18: 随机 引物 Random primer; HaWF, HaWR: 峻 性 特异 引物 
Specific primers of female cotton bollworm. 





图 2 雌雄 棉铃 虫 基因 组 DNA И ЕК РЕТИ 3867749 
Fig. 2 PCR productions of DNA polymorphism map with female 
specific primers (HaWF апа HaWR) in cotton bollworm( $, 4) 
1-4: 雄性 个 体 Genome DNA from male cotton bollworms; 
5-8: ЖЕТЖ Genome DNA from female cotton bollworms; 
M: DNA 标准 分 子 量 DNA marker. 


来 进行 棉铃 虫 的 性 别 鉴定 。 
2.2 棉铃 虫 HaKettin 基因 片段 的 克隆 和 序列 分 析 
ЖЧ Ж] ЖЕ ЖЕ ЯП ЖАҢ Kenin 基因 序列 比 对 ,设计 
合成 了 兼并 引物 KF 和 KR, 用 棉铃 虫 基因 组 DNA 为 
模板 扩 增 获得 1 条 大 小 约 为 1 250 bp 的 片段 (图 3) , 
经 回收 、 克 隆 、 序 列 分 析 , 发 现 其 核酸 序列 (GenBank 
登录 号 : AY253869) 5 ЖЯ BmKettin 基因 ( 达 87% ) 
和 果 蝇 Kenin 基因 的 一 编码 序列 高 度 同 源 ; 由 其 推 





图 3 棉铃 虫 HaKettin 基因 片段 扩 增 产物 
Fig. З HaKettin PCR productions in genome 
DNA of cotton bollworm 
1: PCR 产物 PCR productions; M: DNA 标准 分 子 量 DNA marker. 
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测 得 到 的 氨基 酸 序 列 中 有 3 个 Igcam 
[Immunoglobulin domain cell adhesion molecule ( cam) 
subfamily] 保 守 结 构 域 (图 4) ,这 一 结构 是 КЕТТІМ 等 
肌肉 相关 蛋白 中 的 保守 重复 结构 ,说 明 该 片段 为 棉 
418 HaKettin 基因 片段 。 

2.3 ЖЖ Накеніп 基因 拷贝 数 的 测定 及 其 染色 






















体 定位 
分 别 取 雌雄 棉铃 虫 个 体 基 因 组 DNA 为 模板 ,在 
同一 PCR 反应 管 中 同 时 对 Kettin 基因 和 DH-PBAN 
基因 的 拷贝 数 进行 定量 PCR 检测 。 通 过 对 雌雄 各 
50 ny HakKettin 基因 拷贝 数 与 DH-PBAN 基因 
页 数 的 比值 研究 发 现 , 在 崔 雄 棉铃 虫 基 因 组 中 有 
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4 棉铃 虫 HaKettin ÆA Fr BEW AE RR ЛЕ 90 R Ж Ж [8] UR EUER EE PU B EGRE 
Fig. 4 Comparison of the deduced amino acid sequence of Helicoverpa armigera to 


the homologous protein from Drosophila melanogaster and Bombyx mori 
HaK: 棉铃 虫 Helicoverpa armigera; BmK: RÆ Bombyx mori; DmK; 黑 腹 果 蝇 Drosophila melanogaster . 
大 方 框 表示 Igeam 保守 结构 域 , 保 守 的 氨基 酸 用 黑色 表示 。The big boxes show the Igcam domains of КЕТТІМ protein. 


Conserved amino acids are indicated in black. 
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Fig. 5 The sacttergraph of the ratio of HaKettin and 
DH- PBAN in genomes of the female and male cotton bollworms 
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